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1.1 Die autosomal-rezessive polyzystische
Nierenerkrankung
1.1.1 Pathogenese, klinische Manifestation und genetische Ursache
der ARPKD
Die autosomal rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD, OMIM 263 200)
gehort mit einer Inzidenz von 1 : 20 000 zu den seltenen Erkrankungen. Neben der
beeintrachtigten Nieren- und/oder Leberfunktion sind, in geringerem Ausma, auch die
Funktionen anderer Organe betroen.
Ursache dieses schweren Krankheitsbildes sind sporadische Mutationen, die beide Al-
lele des PKHD1(Polycystic Kidney and Hepatic Disease 1)-Gens betreen. Dieses Gen
ist auf Chromosom 6 in der p21.1-p12-Region lokalisiert und kodiert ein sehr groes,
multifunktionelles Protein, das Fibrozystin (auch: Polyductin, FPC) (Torres and Harris,
2006). FPC ist ein Rezeptor-ahnliches Zilienprotein und besteht aus einer groen ex-
trazellularen Domane (4 074 Aminosauren, AS), die zahlreiche repetitive Domanen mit
Homologien zu Transkriptions- und Wachstumsfaktoren enthalt. Daran schliet sich eine
transmembranose (23 AS) und eine kurze intrazytoplasmatische Domane (192 AS) an
(Abb. 1). Durch diesen Aufbau ahnelt FPC strukturell dem HGF(Hepatocyte Growth
Factor)-Rezeptor (Onuchic et al., 2002).
FPC wird hauptsachlich in den Epithelzellen der Nieren, aber auch der Leber und des
Pancreas sowie in der Lunge exprimiert und spielt fur die Zellproliferation, Zelldie-
renzierung und Polarisierung von Epithelzellen eine wichtige Rolle (Ward et al., 2002;
Harris and Rossetti, 2004; Harris and Torres, 2009; Zhang et al., 2004). Letzteres ist fur
die Tubulus-Genese bzw. die Aufrechterhaltung des Tubuluslumens wesentlich (Torres
and Harris, 2006; Al-Bhalal and Akhtar, 2008).
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Abb. 1: Die Lokalisation von Fibrozystin (FPC) in den Sammelrohren der Niere und
den Gallengangen der Leber.
Aus: Turkbey, 2009.
Aus der Lokalisation des FPC und den mutationsbedingten Fehlfunktionen dieses Zili-
enproteins erklart sich die Morphologie der ARPKD: Nierenrinde und -mark der Pati-
enten sind von zahllosen kleinen Zysten durchsetzt, welche erweiterten Sammelrohren
und distalen Tubuli entsprechen. Im Ultraschall imponieren diese Zysten als ein typi-
sches \Pfeer-und-Salz"-Muster { eine Dierenzierung von Mark und Rinde ist nahezu
unmoglich (Abb. 2). Die uberschieende Proliferation der zystischen Anteile und die
simultane Atrophierung und Fibrosierung des intakten Gewebes (Glomeruli und pro-
ximale Tubuli) bedingen den progredienten Verlust der Nierenfunktion (Fischer et al.,
2009; Bergmann, 2014).
Die Leber ist im Sinne einer kongenitalen Leberbrose mit Malformation der Duktal-
platte betroen. Auch hier verdrangt proliferierendes Zystenepithel funktionierendes Le-
berparenchym (Bergmann, 2014).
Die Symptome der ARPKD manifestieren sich in den meisten Fallen schon pra- bzw.
perinatal, bei milden Formen sehr selten auch erst in der Adoleszenz. Typische pranatale
Symptome sind ein Oligohydramnion aufgrund der verminderten fetalen Diurese sowie
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Abb. 2: Klinische Manifestationen der ARPKD.
a) ausladendes Abdomen bei neonataler ARPKD.
b) deutlich vergroerte Nieren eines pranatal verstorbenen ARPKD-Patienten.
c+d) Sonograscher Befund eines Sauglings mit ARPKD: Pfeer-und-Salz-Muster und
aufgehobene Mark-Rinden-Dierenzierung.
Aus: Bergmann 2014 \Zystische Nierenerkrankungen und Ziliopathien"
deutlich vergroerte Nieren mit erhohter sonographischer Echogenitat (Abb. 2). Auf-
grund der groen Nieren und des Oligohydramnions besteht haug eine Lungenhypopla-
sie mit sekundarer respiratorischer Insuzienz sowie ein hohes Risiko fur die Ausbilung
eines Spontanpneumothorax. Auch Zeichen einer Herzinsuzienz sind moglich.
Bei 70 - 80 % der betroenen Kinder besteht bereits bei Geburt eine Niereninsu-
zienz mit Oligo- oder Anhydrie, Hyponatriamie und ausgepragtem arteriellem Hyper-
tonus, welcher sich medikamentos haug nur schwer kontrollieren lasst. Oft kommen
zusatzlich faziale Stigmata wie iehende Stirn, tiefe und ache Ohren, Epikanthus me-
dialis und Hypertelorismus sowie Fehlbildungen der Extremitaten (z.B. Klumpfue) im
Sinne einer Pottersequenz hinzu. Etwa die Halfte aller betroenen Neugeborenen zeigt
bereits Zeichen der hepatischen Manifestation mit Leberbrose, portocavaler Hyperten-
sion und/oder Hepatosplenomegalie (Porter and Avner, 2011; Bergmann, 2014; Torres
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and Harris, 2006; Turkbey et al., 2009).
Generell scheint es, dass Patienten mit zwei heterozygoten Missense-Mutationen im
PKHD1-Gen einen etwas milderen Krankheitsverlauf aufweisen als solche mit Deletio-
nen und/oder trunkierenden Mutationen. Trager von zwei trunkierenden Mutationen
sterben mit groer Wahrscheinlichkeit bereits in der Peri- oder Neonatalperiode (Berg-
mann et al., 2005). Entscheidend fur das Ausma der Erkrankung sind neben Art und
Lokalisation der Mutation exogene Faktoren. Da Patientinnen eine starkere hepatische
Beteiligung zeigen als mannliche Erkrankte, ist auch ein hormoneller Einuss anzuneh-
men (Rossetti and Harris, 2007; Harris and Torres, 2009; O'Meara et al., 2012).
Da die ARPKD als genetische Erkrankung ein sehr komplexes Protein betrit und jeder
Patient eine individuelle Mutation tragt, ist keine kausale Therapie moglich.
FPC ist, ebenso wie zahlreiche andere fur zystische Nierenerkrankungen bzw. hereditare
Nierenfehlbildungen (ADPKD, Nephronophthisen) verantwortliche Proteine, in den pri-
maren Zilien lokalisiert (Ward et al., 2003; Harris and Rossetti, 2004; Zhang et al., 2004;
Fliegauf et al., 2007).
Diese Zellorganellen sind, mit Ausnahme von Hepatocyten, dierenzierten myeloischen
und lymphatischen Zellen sowie eventuell Endothelzellen, in allen Geweben zu nden und
fungieren hauptsachlich als Mechano-, Chemo-, Photo- und Osmosensoren. Auerdem
spielen primare Zilien eine entscheidende Rolle bei der embryonalen Gewebedierenzie-
rung (Ong and Wheatley, 2003; Fliegauf et al., 2007; Veland et al., 2009).
Zilien { und damit auch FPC { sind in eine Reihe weiterer Signalwege (z.B. kanonischer
und nicht-kanonischer Wnt-Signalweg, Hedgehog-Signalweg, Ras/MAPK-Signalweg,
PI3K-Signalweg, mTOR-Signalweg) involviert, welche fur Zellproliferation und
-dierenzierung sowie Apoptose verantwortlich sind (Fliegauf et al., 2007; Veland et al.,
2009; Lee et al., 2011; Wang et al., 2014).
Jede tubulare Epithelzelle verfugt uber ein solches primares, unbewegliches Zilium,
das { im Gegensatz zu den sekundaren, meist motilen Zilien { aus neun peripheren
Mikrotubuli-Paaren ohne zentrales Mikrotubuli-Doublet (9 x 2 + 0) besteht und im
Centrosom verankert ist (Ong and Wheatley, 2003). Wahrend der Zellteilung werden
die primaren Zilien zeitweise reabsorbiert, um an der Formation des Spindelapparates
mitzuwirken. Durch die Zellteilung teilt sich auch das Centrosom (bestehend aus Mutter-
und Tochter-Centriole), sodass die neu entstandene Zelle ebenfalls in der Lage ist, ein
primares Zilium auszubilden (Torres and Harris, 2006).
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In mehreren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass FPC gemeinsam mit den Pro-
teinen Polycystin 1 und Polycystin 2 (PC1 und PC2, Abb. 3) einen Komplex bildet, der
sich am Zilium und der Plasmamembran bendet (Zhang et al., 2004; Wang et al., 2007;
Al-Bhalal and Akhtar, 2008).
Bei der ADPKD sind Mutationen des PC1 (85% der Falle) oder PC2 ursachlich. PC1
als integrales Membranprotein hat Rezeptor-Funktion, die intrazellulare C-terminale
Domane interagiert mit PC2. Als Reaktion auf veranderte Mechanostimulation der Zilie
kann dieses C-terminale Ende enzymatisch abgespalten und zum Nucleus transportiert
werden, und dort als Transkriptionsfaktor aktiv werden. (Lee et al., 2011). Bei PC2
handelt es sich um einen membranosen, rezeptorgesteuerten, nicht-selektiven Kationen-
Kanal (Kim et al., 2008). PC2 ist indirekt mit dem intrazellularen C-Terminus des FPC
assoziiert, sodass FPC die Aktivitat des PC2-Kationen-Kanals stimulieren kann. (Rohat-
gi et al., 2008; Wu et al., 2006; Wang et al., 2007). Aufgrund dieser engen funktionellen
Verbindung zwischen FPC und PC1 bzw. PC2 ist anzunehmen, dass die Pathomecha-
nismen, welche bei der ADPKD und ARPKD zur Zystogenese fuhren, ebenfalls eng
miteinander verbunden sind.
Abb. 3: Die Struktur von Polycystin 1 (PC 1), Polycystin 2 (PC 2) und Fibrozystin
(FPC).
Aus: Harris and Torres, 2009.
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Eine gestorte Interaktion zwischen FPC und dem PC1/PC2-Komplex fuhrt wahrschein-
lich uber eine gestorte Funktion des Mechanosensors in den tubularen Epithelzellen zu
fehlerhafter Gewebeentwicklung (Wang et al., 2007; Fliegauf et al., 2007). In gesunden
Zellen fuhrt die Krummung der primaren Zilien zu einem erhohten Ca2+-Inux durch
den PC2-Kanal (Praetorius and Spring, 2005; Fliegauf et al., 2007). Dabei dient PC1 als
Mechanosensor, der zu einer Onung des PC2-Kanals fuhrt. Der erhohte Einstrom von
Ca2+ in den Intrazellularraum fuhrt uber Ryanodin-sensitive Rezeptoren sowie am en-
doplasmatischen Retikulum lokalisierte PC2-Kanale zur weiteren Freisetzung von Ca2+
aus den intrazellularen Speichern (Fliegauf et al., 2007; Rohatgi et al., 2008; Torres
and Harris, 2006). Diese erhohte intrazellulare Ca2+-Konzentration induziert mehrere
molekulare Vorgange, die fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung der Gewebsstruk-
tur verantwortlich sind und beispielsweise auch das Tubuluslumen regulieren (Fliegauf
et al., 2007). In Osteoblasten bzw. Osteozyten spielt das Zilium-assoziierte PC1 eine
entscheidende Rolle bei anabolen Prozessen (Xiao et al., 2006).
Antiproliferative und Calcium-Einstrom-regulierende Therapieansatze fur die ADPKD
wurden aufgrund der ahnlichen Pathogenese auch bei der ARPKD gepruft.
1.2 Das mammalian Target Of Rapamycin (mTOR)
Das Mammalian Target Of Rapamycin (mTOR) ist eine Serin/Threonin-Kinase, die vor
allem (aber nicht nur) Zellwachstum und -metabolismus in Abhangigkeit von Umwelt-
signalen steuert und in allen bislang untersuchten eukaryotischen Genomen kodiert ist.
In Abhangigkeit von den aueren Bedingungen (ausreichend Nahrstoangebot, kein zel-
lularer Stress durch Hypoxie oder Energiedezit), stimuliert mTOR anabole Prozesse
bzw. inhibiert katabole Prozesse (z.B. Autophagie) (Reiling and Sabatini, 2006; Srinivas
et al., 2009; Inoki, 2014). Vermutlich hat mTOR als Nahrstosensor der Zelle durch
Interaktion mit dem Hedgehog (Ihh)-Signalweg auch Einuss auf die Chondrozytendif-
ferenzierung (Phornphutkul et al., 2008; Ren et al., 2014).
TORs sind groe Proteine (280 kDa), die zur Familie der PhosphatidylInositol Kinase-
related Kinase (PIKK) gehoren und an ihrem C-terminalen Ende eine Serin/Threonin-
Kinase tragen. Daran schliet sich eine FKBP12-Rapamycin-bindende Domane an, die
Rapamycin (Sirolimus) im Komplex mit seinem Kofaktor FKBP12 bindet. N-terminal
benden sich HEAT-Repeats (Huntingtin, Elongation factor 3, protein phosphatase 2A,
TOR1), die moglicherweise Schnittstellen fur Protein-Protein-Interaktionen darstellen.
mTOR ist Bestandteil der Komplexe mTORC1 und mTORC2 (mTOR Complex), die
6
neben mTOR und dem Protein mLST8 (mammalian Lethal with SEC13 proTein 8)
entweder Raptor (mTORC1) oder Rictor (mTORC2) enthalten (Abb. 4).
mTORC1 reguliert Zellproliferation und -wachstum in Abhangigkeit von der Energie-
versorgung der Zelle. Rapamycin kann mTORC1 inhibieren, indem es die Verbindung
zwischen mTOR und Raptor stort und so die katalytische Aktivitat des Komplexes
hemmt.
mTORC2 ist fur die zellzyklusabhangige Polarisierung des Aktin-Zytoskeletts wichtig.
Rapamycin hat keinen direkten Eekt auf die katalytische Aktivitat von mTORC2,
kann aber bei langerer Therapiedauer und in hoher Konzentration trotzdem in einigen
Zellarten die mTORC2-Aktivitat verringern (Wang et al., 2014; Lieberthal and Levine,
2012a).
Die exogene Stimulation des PI3K-Signalwegs, z.B. durch Interaktion von Wachstums-
faktoren mit ihrem Rezeptor, fuhrt uber die Aktivierung von Akt zu einer Aktivie-
rung von mTOR. Parallel dazu wird der Gegenspieler von mTOR, das Heterodimer
TSC1/TSC2 (Tuberous SClerosis Proteins Hamartin bzw. Tuberin), gehemmt. Umge-
kehrt fuhrt die Aktivierung von TSC1/TSC2 durch Hypoxie, osmotischen Stress oder
Abb. 4: Modell des mTOR-Signalweges mit den Komplexen mTORC1 und mTORC2.
Modiziert nach: Wullschleger et al., 2006.
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Energiemangel zur Hemmung von mTORC1 (Abb. 4).
Ob auch mTORC2 uber die Signalkaskade von TSC1/2 bzw. Rheb aktiviert wird, ist
noch unklar. Gesichert scheint hingegen, dass mTORC2 ebenfalls durch Wachstumsfak-
toren aktiviert wird.
Zielmolekule von mTORC1 sind die ribosomale S6-Kinase (SK6) und der eukaryotische
Initiierungsfaktor 4E-BP. Aktiviertes S6K inhibiert im Sinne einer Feedback-Hemmung
den Insulin/IGF-PI3K-Signalweg (Wullschleger et al., 2006; Pallet et al., 2006; Inoki and
Guan, 2006; Lieberthal and Levine, 2012a).
Die Aktivitat von mTORC1 ist fur die Regeneration renaler Zellen notwendig, wo-
hingegen eine langanhaltende Uber-Stimulierung von mTORC1 { und eventuell auch
mTORC2 { zur Bildung sowie Vergroerung renaler Zysten fuhrt (Lieberthal and Levi-
ne, 2012b). Im Sinne einer proliferativen Erkrankung wurde auch im Nierengewebe von
ARPKD-Patienten eine gegenuber gesunden Nieren deutlich erhohte Expression von
aktiviertem mTOR sowie phosphoryliertem Akt und S6K beobachtet (Fischer et al.,
2009).
Zusatzlich beschreiben viele Studien mogliche Interaktionen zwischen FPC/PC1 und
mTOR (Shillingford et al., 2006; Boletta, 2009; Mekahli et al., 2013; Wang et al., 2014).
Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse ist anzunehmen, dass die Aktivierung von mTOR
eine wichtige Rolle in der Pathogenese und Progression von ARPKD und ADPKD spielt.
Tierversuche zur ADPKD haben positive Eekte durch die Inhibierung von mTOR ge-
zeigt. Dies und der Nachweis der mTOR-Aktivierung bei ARPKD-Patienten haben unse-
re Arbeitsgruppe veranlasst, die Wirkung von Rapamycin am Tiermodell der PCK-Ratte
zu untersuchen (Renken et al., 2011).
1.2.1 Die Wirkweise von Rapamycin
Der mTOR-Inhibitor Rapamycin ist ein fungaler Metabolit, der starke wachstums- und
immunsupprimierende Eigenschaften besitzt und deshalb regelhaft zur Immunsuppressi-
on nach Organtransplantationen eingesetzt wird. Rapamycin und seine Derivate (Evero-
limus, Temsirolimus, Deforolimus) verfugen uber die fur die Wirksamkeit entscheidende
FKBP12-Bindungsstelle, sind aber in unterschiedlichem Ausma hydro- und/oder lipo-
phil und werden daher oral oder intravenos appliziert. In therapeutischen Dosen inhi-
biert Rapamycin hauptsachlich mTORC1. Die Rapamycin-Sensitivitat hangt von der Art
des Gewebes ab, die immunsupprimierende Wirkung beruht auf der hohen Rapamycin-
Sensitivitat von Lymphozyten (Lieberthal and Levine, 2012a).
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1.3 Die PolyCysticKidney-Ratte (PCK-Ratte) als
Tiermodell der autosomal rezessiv polyzystischen
Nierenerkrankung
Bei den von der Charles River Japan Inc. gezuchteten Sprague-Dawley-Ratten
(Crj:CD/SD) trat 1996 eine Spontanmutation im PKHD1-Gen auf, die zu zystisch ver-
groerten Nieren und Lebern fuhrte. Diese Tiere werden seitdem gezielt als orthologes
Tiermodell der ARPKD gezuchtet, sind jedoch nur eingeschrankt kommerziell verfugbar
(Katsuyama et al., 2000; Lager et al., 2001).
An einer in Mannheim verfugbaren Kolonie dieser Tiere wurde in unserer Arbeitsgruppe
untersucht, ob Rapamycin geeignet ist, bei jungen Tieren den Progress der Erkrankung
im Hinblick auf Nieren- und Leberfunktion aufzuhalten. Das physiologische Wachstum
beruht auf kontrollierter Zellproliferation und Apoptose zum Erhalt von Form und Funk-
tion der wachsenden Organe und des gesamten Organismus. Da Rapamycin antiprolife-
rativ wirkt, muss von Auswirkungen auf das (Langen-)Wachstum ausgegangen werden,
sodass in einem Nebenprojekt auch dieser Apekt der Rapamycin-Behandlung untersucht
wurde.
1.4 Die Knochenentwicklung und Mineralhomoostase
1.4.1 Die physiologischen Wachstumsprozesse
Knochen entstehen, mit Ausnahme einzelner Schadelknochen, durch enchondrale Ossi-
kation, wobei die Form des spateren Knochens bereits wahrend der Embryogenese als
Verdichtungen mesenchymaler Stammzellen angelegt wird. Diese Stammzellen dieren-
zieren sich zu Chondrozyten, welche hypertrophieren und eine Kollagen-II-, Aggrecan-
und Perlecan-haltige Matrix sezernieren. Gleichzeitig entwickeln sich perichondrale
Stammzellen zu Osteoblasten und bilden eine Knochenmanschette. Die Matrix ver-
knochert in dynamischen Umbauprozessen (Remodeling) zur sekundaren Spongiosa mit
trajektoriell ausgerichteten Trabekeln (Abb. 5). Das Langen-
wachstum ist erst dann abgeschlossen, wenn die Epiphysenfuge (Wachstumsfuge, WF)
verknochert ist.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der enchondralen Ossikation. c = Chondrozyt, h
= hypertropher Chondrozyt, bc = Knochenmanschette (bone collar), ps = primare
Spongiosa, soc = sekundares Ossikationszentrum in der Epiphyse, col = Zellsaulen
der Wachstumsfuge (collum), hm = hamatopoetisches Knochenmark.
a+b: kondensierende Mesenchymalzellen entwickeln sich zu Chondrozyten; c: zentra-
le Chondrozyten hypertrophieren; d: an hypertrophe Zellen angrenzende, perichondrale
Zellen werden zu Osteoblasten und formen eine Knochenmanschette, die Matrix minera-
lisiert, das Gebiet wird vaskularisiert und die hypertrophen Chondrozyten apoptieren; e:
primare Spongiosa entsteht; f: der Knochen verlangert sich durch weitere Chondrozyten-
Proliferation, Osteoblasten der primaren Spongiosa werden zu Trabekeln, Osteoblasten
der Knochmanschette werden zum kortikalen Knochen; g: das sekundare Ossikations-
zentrum entwickelt sich in der Epiphyse, darunter liegt die Wachstumsfuge mit den




Die Epiphyse besteht aus mehreren, nicht scharf voneinander abgegrenzten Schichten
(Abb. 6), in denen von der Epiphyse zur Diaphyse die einzelnen Schritte der Ossikation
ablaufen:
1. Reservezone, RZ
In dieser Zone ndet kein Wachstum statt, die ruhenden Knorpelzellen bilden das
Reservoir fur das weitere Knochenwachstum. Zwischen dem epiphysaren Knochen
und der Reservezone verlaufen viele Blutgefae, die die gesamte Wachstumsfuge
versorgen.
2. Proliferationszone, PZ
Die mitotisch aktiven, proliferierenden Chondrozyten sind saulenartig angeordnet
und ersetzen die Knorpelzellen, welche an der diaphysaren Seite der Wachstums-
fuge fur die Knochenbildung verloren gehen. Dadurch entfernen sie sich sukzessive
von der primaren Spongiosa, was zu einem Langenwachstum des Knochens fuhrt.
Die Zellsaulen sind eigene funktionelle Einheiten, in denen die Chondrozyten si-
multan die verschiedenen Stadien ihrer Dierenzierung durchwandern.
3. Hypertrophe Zone, HZ
In dieser Zone ist die Saulenstruktur deutlich aufgelockert, die ausdierenzierten
Knorpelzellen sind gro ("Blasenknorpel") und besitzen einen hellen, runden Zell-
kern. Diese Chondrozyten sezernieren unter anderem die Alkalische Phosphatase
(AP), ein matrix-verkalkendes Enzym, sowie VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), was das Einsprossen von Kapillaren aus der nachfolgenden Eronungzone
anregt. Weiterhin synthetisieren diese Chondrozyten das netzformige Kollagen X,
welches die Grundlage der spateren Knochenmatrix bildet.
Daneben bendet sich die Eronungszone, ein Gebiet mit verkalkender Knorpelsubstanz
und longitudinalen Septen. Die Chondrozyten sezernieren hier als Voraussetzung fur die
Reorganisation der Extrazellularmatrix u.a. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs). Uber
die Blutgefae wandern Chondroklasten ein, die die Trabekel und damit auch den Mark-
raum formen. Des Weiteren gelangen Calcium- und Phosphat-Ionen in das interkapillare
Gebiet, wo sie sich an Calcium-bindene Proteine (v.a. Osteocalcin) und Kollagen X an-
lagern. Die Chondrozyten gehen durch Apoptose zugrunde. Gleichzeitig dierenzieren
mesenchymale Stammzellen zu Osteoblasten, die sich an die Knorpelsepten anlagern und
dort eine nicht mineralisierte Knochenmatrix aus Proteoglykanen und Kollagen Typ I
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Abb. 6: Die einzelnen Zonen der Wachstumsfuge
(Osteoid) bilden. Anschlieend wird diese Matrix durch die Einlagerung von Hydroxyla-
patit mineralisiert (Hunziker, 1994; Kronenberg, 2003; Zelzer and Olsen, 2003; Welsch,
2006; Gustafsson et al., 2003).
Die Chondrozytenaktivitat in der Wachstumsfuge ist fur das Langenwachstum entschei-
dendend. Langenwachstum und das Volumen der hypertrophen Chondrozyten sind di-
rekt proportional zueinander (Hunziker et al., 1987; Hunziker and Schenk, 1989; Breur
et al., 1991).
Die Hohe der Wachstumsfuge (WFH) wird durch das Zusammenspiel von Knorpel- und
Knochenbildung bestimmt (Santos et al., 2005).
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1.4.2 Die hormonelle Regulation des Knochenstowechsels
Die Calcium- und Phosphathomoostase wird durch Parathormon (PTH), 25(OH)Vitamin
D3 bzw. 1,25(OH)2Vitamin D3, Fibroblast Growth Factor (FGF-23) und dessen Rezep-
tor Klotho reguliert. Diese Hormone stimulieren zum Einen die Freisetzung von Calcium
und Phosphat aus dem Knochen bzw. die gastrointestinale Resorption und zum Anderen
die renale Ausscheidung. PTH fordert durch Stimulation der renalen 1,-Hydroxylase
(CYP27B1) die 1,25(OH)2Vitamin D3-Synthese, was die Sekretion von FGF-23 indu-
ziert. Umgekehrt hemmt FGF-23 die renale 1,-Hydroxylase und die PTH-Sekretion.
Auerdem ist die durch RANK-RANKL und OPG (Osteoprotegerin) mediierte Interak-
tion zwischen Osteoblasten (RANK-L = RANK-Ligand) und praterminaler Osteoklasten
(RANK) fur den Knochenaufbau und - umbau entscheidend (Abb. 7). 1,25(OH)2Vitamin
D3 aktiviert Osteoblasten und die Expression von RANK-Liganden. Diese binden an
RANK auf Osteoklastenprogenitorzellen und stimulieren deren Reifung. Das ebenfalls
von Osteoblasten freigesetzte OPG bindet freie RANK-Liganden und verhindert die Dif-
ferenzierung der Osteoklasten (Holick, 2006; Dusso et al., 2005; Alshahrani and Aljohani,
2013).
Dieses Gleichgewicht ist bei Patienten mit chronischer Niereninsuzienz empndlich
gestort. Dysbalancen in der Calcium- und Phosphat-Homoostase tragen erheblich zu
den bei den Patienten beobachteten Gefaverkalkungen und Mineralisierungsstorungen
der Knochen bei (renale Osteodystrophie). Besonders schwer wiegen diese Knochensto-
wechseldefekte, wenn sie schon wahrend der skelettalen Entwicklung { also im Kindes-
alter { auftreten (Moe, 2008; Hruska et al., 2010; Haner and Fischer, 2010).
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Abb. 7: Die Interaktionen zwischen Osteoklasten und Osteoblasten durch RANK-
RANKL: Osteoblasten exprimieren RANKL (RANK-Ligand) auf ihrer Oberache. Bin-
det RANKL an RANK, so dierenzieren pramature Osteoklasten zu reifen Osteok-
lasten. Durch die Bindung von RANKL an OPG wird RANKL fur eine mogliche
RANK/RANKL-Interaktion blockiert und somit die Osteoklastenausreifung gehemmt.
1,25(OH)2Vitamin D3 und PTH stimulieren die RANKL-Expression, gleichzeitig hemmt




2 Ziel der Arbeit
Bei der ARPKD handelt es sich um eine hereditare Nieren- und Lebererkrankung mit
den Folgen einer potentiell terminalen Niereninsuzienz und schweren portalen Hyper-
tension, die eine Nieren- und/oder Lebertransplantation erforderlich machen.
Die Therapie der ARPKD zielt auf den Funktionserhalt oder -ersatz der betroenen Or-
gane und die Reduktion der Begleitsymptome. Eine kausale Therapie steht { abgesehen
von der Organtransplantation { nicht zur Verfugung.
Antiproliferative Medikamente werden bei der ADPKD schon lange eingesetzt, um die
Progression zu hemmen. Durch die groe (pathogenetische) Ahnlichkeit der ARPKD
zur ADPKD wurden vielfach Therapieansatze der ADPKD auf die deutlich seltenere
ARPKD ubertragen { bisher jedoch nur mit maigem Erfolg. Nun soll der therapeu-
tische Einsatz des antiproliferativen Rapamycins evaluiert werden. Da es sich bei der
ARPKD um eine proliferative Erkrankung mit aktivierter mTOR-Kaskade handelt, ist
der Einsatz von Rapamycin begrundet. Die Wirkung des Medikaments wurde im Tier-
versuch untersucht. Als primares Studienziel dieses Tierexperimentes wurde gepruft, ob
Rapamycin den Progress der Nieren- und/oder Leberzysten aufhalten kann (Voigt, geb.
Renken, 2012).
Sekundares Ziel dieser Studie war die Beschreibung der durch Rapamycin verursach-
ten Veranderungen von Wachstum, Knochenstowechsel und Knochenhistomorphologie
der behandelten Ratten. Da mTOR ein entscheidender Regulator fur Wachstum und
Zelldierenzierung ist, fuhrt die Hemmung durch Rapamycin wahrscheinlich zu Wachs-
tumsstorungen. Dies wurde bei den ARPKD-Patienten besonders schwer wiegen, da sie
haug schon in fruhester Kindheit therapiebedurftig sind.
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Antikorper
AppliChem GmbH, Darmstadt
5-Brom-2-deoxyuridin, Triton X 100
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Eosin G (0,5%)
Dako Chemikalien, Hamburg
monoklonaler Maus-anti-BrdU-Antikorper (Klon Bu20a, Isotyp IgG1/K)
Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim
Technovit ®9100neu
Menzel GmbH Co.KG, Braunschweig
Objekttrager Superfrost Plus und Deckglaschen
Merck KGaA, Darmstadt
Eindeckmittel: Aquatex und Entellan, Mayers Hamalaun (gebrauchsfertig), Molybdato-
phosphorsaure-Hydrat, Orange G, Saurefuchsin, Weigerts Eisenhamatoxylin
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Azophloxin, Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) in Tablettenform (10 mg/Tbl),
Direkt Rot 80, Lichtgrun, Pikrinsaure, Ponceau de Xylidine
Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA
Avidin-Biotin-Komplex-Reagenz, Avidin-Biotin-Blockierkit, Biotin-konjugierte Pferde-
anti-Maus/anti-Kaninchen-IgG-Antikorper, Pferde- und Ziegenserum als Blockiermedi-
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um fur die Immunhistochemie
Die Grundchemikalien stammten im Allgemeinen von den Firmen Merck KGaA oder
Carl Roth GmbH & Co. KG und hatten mindestens p.a.-Qualitat. Alle Losungen wur-
den mit deionisiertem Wasser angesetzt (Wasseraufbereitung mit Ionenaustauscher Typ
Destillo 20).
3.1.2 Gerate und Software
Die mikroskopischen Untersuchungen erfolgten mit einem Leica DMI 4000-Mikroskop,
welches mit einer digitalen Schwarz-Wei- und einer Farbkamera ausgestattet war (DFC
320 R2 und DFC 350 Fx). Die Auswertung mikroskopischer Aufnahmen erfolgte mit
Hilfe der zugehorigen Software (Leica Application Suite, Version 3.6 und Leica Applica-
tion Suite Advanced Fluorescence, Version 2.3.0).
Die Osteodensitometrie mit Hilfe der Dual-Energie-Rontgen-Absorptiometrie (DXA) er-
folgte in der Klinik fur Orthopadie der Universitatsmedizin Rostock (Direktor: Prof. Dr.
med. W. Mittelmeier) unter der Anleitung von Dr. Tobias Lindner am Lunar-Prodigy-
Osteodensitometer (GE Healthcare, Munchen). Die mikrocomputertomographischen Un-
tersuchungen der Knochen wurden am Skyscan 1076-µ-CT (Bruker-MikroCT, Kontich,
Belgien) durchgefuhrt. Die Rekonstruktion sowie die Analyse der Daten erfolgten mit
den Programmpaketen NRecon (Version 1.6), CT-Analyser (Version 1.10) und CTVolu-
me (Version 2.0; alle Bruker-MikroCT, Kontich, Belgien).
3.2 Beschreibung des Tierversuches
In einem Tierversuch wurde an gesunden SD-Ratten und PCK-Ratten gepruft, ob Rapa-
mycin geeignet ist, die Nieren- und Leberfunktion bei der ARPKD zu erhalten (Renken
et al., 2011).
SD-Ratten wurden von der Firma Charles River (Sulzfeld) gekauft und PCK-Ratten vom
Zentrum fur Medizinische Forschung in Mannheim (Prof. N. Gretz/Dr. B. Kranzlin)
zur Verfugung gestellt. Die Tiere wurden ab einem Alter von 3 Wochen (SD-Tiere)
bzw. 4 Wochen (PCK-Tiere) vom Muttertier abgesetzt, jeweils paarweise gehalten und
kagweise randomisiert. Nach Akklimatisierung an die neuen Haltungsbedingungen (1
Woche) erhielten die Tiere uber einen Zeitraum von 4, 8 oder 12 Wochen entweder rei-
nes Trinkwasser oder Rapamycin-haltiges Trinkwasser. Die pro Kag von den Tieren
aufgenommene Wassermenge wurde taglich registriert. Die dem Trinkwasser zugesetzte
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Menge Rapamycin wurde so berechnet, dass pro Tag und Tier eine Dosis von 2 mg/kg
KG aufgenommen wurde. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten reines Wasser. Alle
Tiere hatten ad libitum Zugang zu Futter (Tab. 1).
Die Gruppenbezeichnung enthalt Angaben zum Stamm (PCK oder SD), zum Geschlecht
(m oder w), zur Versuchsdauer (4, 8 oder 12 Wochen) und zur Behandlung mit Rapa-
mycin (ohne c0/mit c1).
In den letzten 10 Tagen vor Versuchsende erhielten alle Tiere mit dem Trinkwasser
Bromdesoxyuridin (BrdU) zur Markierung proliferierender Zellen. Zur Uberdeckung des
BrdU-Geschmackes wurde zusatzlich Glucose (50 g/l) zugesetzt. 7 und 3 Tage vor Ver-
suchsende erhielten alle Tiere Tetrazyklin (30 mg/kg KG) bzw. Demeclozyklin (25 mg/kg
KG) als s.c. Injektion, um spater die Mineralisierungsrate zu bestimmen.
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden die Auswirkungen der Rapamycin-
Behandlung auf die Morphologie und Struktur der Epiphyse und das Langenwachstum
untersucht.
Tabelle 1: Anzahl der Tiere pro Versuchsgruppe
Tiere in der Auswertung
(vorzeitig ausgeschieden)
Tiere in der Auswertung
(vorzeitig ausgeschieden)
PCKmt4c0 5 SDmt4c0 6
PCKwt4c0 8 SDwt4c0 5 (1)
PCKmt4c1 5 SDmt4c1 6
PCKwt4c1 9 SDwt4c1 6
PCKmt8c0 6 SDmt8c0 6
PCKwt8c0 6 SDwt8c0 6
PCKmt8c1 5 (1) SDmt8c1 6
PCKwt8c1 10 SDwt8c1 5 (1)
PCKmt12c0 6 SDmt12c0 6
PCKwt12c0 8 SDwt12c0 6
PCKmt12c1 4 (2) SDmt12c1 6
PCKwt12c1 8 (2) SDwt12c1 6
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3.3 Makroskopische und histologische
Knochenbeurteilung
Die Tibiae und Femura beider Hinterlaufe wurden am Versuchsende nach Exsanguina-
tion entnommen, von anhaftenden Sehnen, Muskeln und Bindegewebe befreit und in
70%igem Ethanol asserviert. Die makroskopischen Daten beider Tibiae (Lange, ventero-
dorsaler Durchmesser (d1) und medio-lateraler Durchmesser (d2)) wurden mit einer
Schieblehre bestimmt. Die linken Tibiae wurden mit einer schnelllaufenden Mini-Kreis-
sage sagital gespalten und nach Herstellerangaben (modiziert fur den manuellen Ein-
satz) in Poly-Methyl-Methacrylat (Technovit®9100neu) eingebettet (Abb. 8).
Abb. 8: In Technovit®9100neu eingebettetes proximales Tibiafragment
Von diesen Praparaten wurden am Rotationsmikrotom (Leica RM 2255, Leica, Wetz-
lar) Schnitte (5 µm fur die histologischen und immunhistochemischen bzw. 7 µm fur die
uoreszenzmikroskopischen Untersuchungen) erstellt und auf beschichtete Objekttrager
(Superfrost Plus) aufgebracht. Zur quantitativen und morphologischen Charakterisie-
rung der WF wurden die Praparate nach verschiedenen Methoden gefarbt.
Fur die dynamische Histomorphometrie (Bestimmung der Mineralisierungsrate/d) wur-
den im Forschunglabor der Mund-, Kiefer- und plastischen Gesichtschirurgie (Direktor:
Prof. Dr. Dr. B. Frerich) der Universitatsmedizin Rostock ungefarbte Knochenschlie
angefertigt. Dazu wurden 200 µm dicke Proben parallel zur Langsachse aus dem ein-
gebetteten Knochen gesagt, auf unbeschichtete Objekttrager aufgebracht und auf eine
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Dicke von 20 µm heruntergeschlien. Danach wurden sie mit Glycerin eingedeckt und
am Fluoreszenzmikroskop bei 200-facher Vergroerung beurteilt.
An den intakten rechten Tibiae wurden die volumenbezogene Mineraldichte und Kno-
chenmikrostruktur am µ-CT ermittelt. Die achenbezogene Mineraldichte (aBMD) wur-
de mit der Dual-Energie-Rontgen-Absorptiometrie an den linken Femura bestimmt.
Weichteilgewebe und Osteoid wurde in der Trichromfarbung nach Masson-Goldner (MG-
Farbung) sichtbar gemacht. Mit dieser Farbung stellen sich Zellkerne braun-schwarz, das
Zytoplasma ziegelrot, Erythrozyten orange, Osteoid rotlich und mineralisiertes Knochen-
gewebe turkis-blau dar (Abb. 9).
Abb. 9: Masson-Goldner-Trichrom-Farbung eines in Technovit®9100neu eingebetteten
Ratten-Knochenpraparates, 200-fache Vergroerung, mit eingefugten Messbalken (B) fur
die Reservezone (RZ), Proliferationszone PZ) und hypertrophe Zone (HZ)
Herstellung der (Farbe-)Losungen:
Ponceau-Saurefuchsin (Massonlosung)
Losung A: 1 g Saurefuchsin ad 100 ml Aqua dest. + 1 ml konz. Essigsaure
Losung B: 2 g Ponceau de Xylidine ad 200 ml Aqua dest. + 2 ml konz. Essigsaure
1 Teil Losung A + 2 Teile Losung B
Azophloxin-Losung





5 T Masson-Losung + 1 T Azophloxin-Losung + 44 T 0,2%ige Essigsaure
3. Phosphomolybdansaure-Orange G-Losung
6 g Phosphomolybdansaure in 100 ml Aqua dest. losen, 4 g Orange G in 100 ml
A. dest. losen und beide Losungen mischen
4. Lichtgrun-Losung




1. 5 min Aqua dest.
2. 10 min Weigerts Hamatoxylin
3. 6 min Blauen unter ieendem Leitungswasser
4. 10 sec Aqua dest.
5. 60 min Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin
6. 1 min 1%ige Essigsaure
7. 7 min Phosphormolybdansaure-Orange G-Losung
8. 1 min 1%ige Essigsaure
9. 40 min Lichtgrun
10. 1 min 1%ige Essigsaure
11. 10 sec. Aqua dest.
12. aufsteigende Alkoholreihe: je 2 min 70% und 80% Ethanol
13. 2 h 100% Xylol
14. Eindecken mit Entellan
Um die Hohe von hypertropher Zone, Proliferations- und Reservezone in den Wachs-
tumsfugen zu messen, wurden die randstandigen Sichtfelder (eld of view, FOV) nicht
berucksichtigt. Aus den zentralen Bereichen wurden gut sichtbare, moglichst gerade
verlaufende Chondrozytensaulen ausgewahlt und die Gesamthohe der Wachstumsfuge
(WFH) sowie die der verschiedenen Zonen ermittelt. Pro Tier wurden diese Werte an
10 bis 30 Zellsaulen bestimmt. Praparate, die weniger als 10 auswertbare Chondrozy-
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tensaulen enthielten, wurden nicht berucksichtigt.
Zur Bestimmung der Mineralisierungsrate/d wurden die mit Glycerin eingedeckten Kno-
chenschlie am Fluoreszenzmikroskop betrachtet (Anregungslter: 355 { 425 nm; Sperr-
lter: 470 nm). Wahrend Tetrazyklin eher grun uoresziert, ist fur sein Derivat Deme-
clozyklin die gelbliche Farbe typisch (Abb. 10).
Der Abstand zwischen Tetrazyklin- und Demeclozyklin-Markierung wurde bestimmt und
aus dem Abstand dieser Markierungen wurde die Mineralisierungsrate pro Tag (MAR
[µm/d]) berechnet. Dabei wurden pro Tier 10 { 30 Messwerte aus sechs bis zwolf un-
terschiedlichen trabekularen Gesichtsfeldern erfasst (Abb. 10). Tiere mit weniger als 10
Messwerten wurden fur die Auswertung nicht berucksichtigt.
Ausreier (<1.Q-1.5IQR oder >3.Q+1.5IQR) wurden eliminiert.
Abb. 10: Nachweis von Tetrazyklin und Demeclozyklin als uoreszierende Linien in
einem Dunnschlipraparat (A), Abstande zwischen den Fluoreszenz-Markierungen (B);
Fluoreszenzmikroskopie, 200-fache Vergroerung
3.3.1 Identizierung proliferierender Zellen
Die cDNA proliferierender Zellen wurde in-vivo durch Einbau von BrdU markiert und
post mortem immunhistochemisch durch Nachweis des BrdU im Zellkern sichtbar ge-
macht. Diese Analyse wurde nur an Knochen von Tieren, welche sich fur 4 Wochen im
Versuch befanden, durchgefuhrt.
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Herstellung der Puer und Waschlosungen
Tris Buered Saline (TBS)
0,1 M Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan + 1,5 M NaCl; mit HCl auf pH 7,5 eingestellt
Tris-HCl-Losung
0,1 M Tris-hydrochlorid; mit HCl auf pH 3,7 eingestellt
Blockierlosung
10 ml 0,1 M Tris-HCl-Losung + 50µl Pferdeserum
Biotin-konjugierter Sekundarantikorper
100µl Pferdeserum + 100 µl Biotin-konjugierter Pferde-anti-Maus/anti-Kaninchen-IgG-
Antikorper in 10 ml 0,1 M Tris-HCl-Losung
Avidin-Biotin-Komplex-Reagenz
4 Tr. Losung A (Avidin) + 4 Tr. Losung B (biotinylierte Peroxidase) aus dem Vecastain
® Elite ABC Kit + 10 ml 0,1 M Tris-HCl-Losung
Entwicklungspuer
4 ml TBS + 16 ml Aqua dest. + 1 Tbl. DAB + 6,4 µl 30%ige H2O2-Losung
Entplastung:
1. Xylol (2 x 20 min)
2. 2-Methoxyethylacetat (20 min)
3. Aceton (2 x 5 min)
DNA-Denaturierung:
1. Aqua dest. (5 min)
2. 2 M HCl-Losung (60 min)
3. Aqua dest. (5 min)
4. 0,1 M Tris-HCl-Losung (pH 3,7) (5 min)
5. 0,1 M CaCl2 und Trypsin (0,5mg/ml) (30 min)
6. 0,1 M Tris-HCl-Losung (pH 3,7) (5 min)
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Immunhistochemischer Nachweis von BrdU:
1. Umranden der Praparate auf dem Objekttrager mit Fettstift
2. Hemmung der endogenen Peroxidase (30 min; 10% H2O2 in H2O)
3. Spulen mit Aqua dest. (5 min)
4. Blockierung unspezischer Bindungsstellen (75 min, RT, feuchte Kammer)
5. Primarantikorper (120 min, RT, feuchte Kammer; geeignete Verdunnung
in Blockierlosung)
6. Waschen (2 x 5 min; 0,1 M Tris-HCl-Losung (pH 3,7))
7. Biotin-konjugierter Sekundarantikorper (30 min, RT, feuchte Kammer)
8. Waschen (2 x 5 min; 0,1 M Tris-HCl-Losung (pH 3,7))
9. 30 min Inkubation mit Avidin-Biotin-Komplex-Reagenz (30 min, RT,
feuchte Kammer)
10. Waschen (2 x 5 min; 0,1 M TBS)
11. 3 min Entwicklungspuer
12. Waschen (5 min; 0,1 M TBS)
13. 30 s Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun
14. 10 min Blauen unter ieendem Leitungswasser
15. Eindecken mit Aquatex®
Bei der Auswertung wurden randstandige (schiefe) Zellsaulen nicht berucksichtigt. Die
Zellzahl in der hypertrophen Zone (HZ) und der Proliferationszone (PZ) sowie die je-
weilige Zahl BrdU-positiver Zellen wurden manuell ermittelt.
Pro Praparat wurden 10 { 15 Zellsaulen in die Auswertung einbezogen und nur Praparate
mit mindestens 10 auswertbaren Zellsaulen berucksichtigt.
Der Chondrozytenproliferationsindex (ChPI) ist der mittlere relative Anteil BrdU-
positiver Zellen in HZ und PZ.
3.4 Bestimmung des achenbezogenen Mineralgehalts
in den Femura
Zur Bestimmung des achenbezogenen Mineralgehalts der Knochen (areal Bone Mineral
Density, aBMD) wurde die Dual-Energie-Rontgen-Absorptiometrie (DXA) eingesetzt.
Die Femura wurden fur die Messung auf einer Styroporplatte angeordnet. Die Mess-
bereiche (1 cm lang mit der maximal moglichen Breite) befanden sich im proximalen
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Abb. 11: Immunhistochemischer Nachweis von BrdU-positiven Chondrozyten in
der Proliferationszone; BrdU-Immunhistochemie, 200-fache Vergroerung: ausgezahlte
Zellsaule (Pfeil)
Teil des Knochens ca. 0,5 cm unterhalb der Femurkopfoberkante, um eine Verfalschung
der Messergebnisse durch die Wachstumsfuge zu vermeiden. Pro Knochen wurden zwei
aBMD-Werte bestimmt und die Ergebnisse gemittelt.
3.5 Mikro-Computertomographie zur Analyse der
Knochenmikrostruktur
3.5.1 Durchfuhrung der Messungen
Die Mikroarchitektur der rechten Tibiae wurde im Mikro-Computertomographen (µ-CT)
bestimmt. Die Proben wurden aus der Ethanol-Losung entnommen und in Frischhaltefo-
lie gewickelt, um ein Austrocknen wahrend der Messung zu verhindern. Die geratespezi-
schen Einstellungen fur Aufnahmen und Rekonstruktion der Schnittbilder sind in Ta-
belle 2 wiedergegeben. Es wurde jeweils ein ca. 2 cm langer Abschnitt der proximalen
Tibia untersucht.
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Tabelle 2: Einstellungen wahrend Aufnahme und Rekonstruktion der µ-CT-Bilder
Scan-Parameter








Einstellungen bei der Bildverarbeitung
Beam hardening correction 30%





3.5.2 Rekonstruktion und Bestimmung von Strukturparametern aus
den µ-CT-Daten
In jedem Knochen war in metaphysarer Richtung die erste Schicht, in welcher der zen-
trale Knorpelbereich durch feine Spongiosa unterbrochen wird, die Referenzschicht. Aus-
gehend von dieser Ebene wurde die 51. Schicht als Beginn der trabekularen ROI, die
ihrerseits 450 Schnitte umfasste, deniert. Im Anschluss befand sich die 100 Schnitte
umfassende kortikale ROI (Abb. 12, (Salmon, 2011)).
In beiden ROIs wurden die trabekularen und kortikalen Knochenanteile mit Hilfe eines
Freihand-Zeichen-Werkzeuges separiert. Zwischen den Schichten, in denen diese Grenz-
bereiche manuell eingezeichnet worden waren, interpolierte die Software diese Grenzen
automatisch. Je nach individueller Knochenform waren mehr oder weniger von Hand
zu bearbeitende Schnitte notwendig, um ein realistisches Volume Of Interest (VOI) des
trabekularen sowie des kortikalen Knochens zu erhalten (Abb. 13)
Die WFH wurde anhand der µ-CT-Datensatze manuell im Sinne einer Punkt-zu-Punkt-
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Abb. 12: Ubersicht uber Umfang und Lage der trabekularen sowie kortikalen ROI
Messung bestimmt. Der Beginn der Wachstumsfuge wurde als die Schicht deniert, in
der eine zentrale, kontinuierliche (nicht mehr durch epiphysare Trabekel durchbrochene)
Knorpelbrucke vorlag. Das Ende der Wachstumsfuge deniert die Schicht, in der die
knorpelige Wachstumsfugenbrucke durch die diaphysaren Trabekel unterbrochen wurde
(Abb. 14).
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Abb. 13: Manuell eingezeichnete ROI des trabekularen (A) sowie kortikalen (B) Kno-
chenanteils und 3D-Modell eines proximalen Tibia-und Fibulafragments (C)
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Abb. 14: Identikation der Grenzschichten fur die Bestimmung der WFH anhand von
µ-CT-Bildern: Manuelle Messung der WFH als vertikaler Abstand zwischen der ersten
(links) und letzten (rechts) Schicht
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3.5.3 Ubersicht der durch das µ-CT bestimmten morphometrischen
Parameter
Die Nomenklatur der durch Rontgentomographie bestimmten dreidimensionalen Para-
meter orientiert sich an den fur die Histomorphometrie etablierten Parametern (Partt
et al., 1987). Die Berechnung der dreidimensionalen Strukturparameter basiert auf dem
von Feldkamp et al. (1984, 1989) vorgeschlagenen Algorithmus.
Bone Volume (BV) [mm3]
Volumen des trabekularen bzw. kortikalen Knochens
Tissue Volume (TV) [mm3]
Volumen der untersuchten Probe
Bone Surface (BS) [mm2]
Oberache des trabekularen bzw. kortikalen Knochens
Trabecular Thickness (Tb.Th) [mm]
durchschnittliche Dicke der Trabekel
Trabecular Separation (Tb.Sp) [mm]
durchschnittlicher Trabekelabstand; Analog zur Tb.Th kann die Tb.Sp als Dicke der
Markraume angesehen werden (Scherzer, 2007).
Trabecular Number (Tb.N) [mm 1]
durchschnittliche Zahl der Trabekel pro Volumeneinheit
Trabecular Pattern factor (Tb.Pf) [mm 1]
Dieser 1992 von Hahn et al. (1992) ursprunglich fur histologische Schnitte eingefuhrte
Parameter beschreibt den Grad der Vernetzung der Trabekel. Je niedriger der Tb.Pf,
desto besser sind die Trabekel verknupft. Der Tb.Pf kann auch negative Werte anneh-
men und eignet sich vor allem fur den Vergleich zweier Knochenproben, der Absolutwert
hat kaum Bedeutung.
Connectivity Density (Conn.Dn) [mm 1]
Der Grad der Trabekelverknupfung entspricht der maximalen Anzahl der Trabekel, die
unterbrochen werden konnen, ohne dass das Knochengeecht in zwei Teile zerbricht.
Dieser Parameter sagt nichts uber die Qualitat (Starke) der Verknupfungen zwischen
den Trabekeln aus (Engelke et al., 1999).
Structure Model Index (SMI)
Der dimensionslose SMI beschreibt die Struktur des Knochens von 0 (ideale Platten-
struktur) bis 3 (ideale Stabstruktur) bzw. 4 (ideale Kugel). Bei den trabekularen Struk-
turen eines realen Knochens liegt dieser Parameter zwischen 0 und 3 { abhangig von
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der Anzahl platten- und stabahnlicher Strukturen im Trabekelwerk (Hildebrand and
Ruegsegger, 1997).
volumetric Bone Mineral Density (vBMD) [g/cm3]
volumenbezogene Mineraldichte der Knochen
3.6 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS Version 20.0 (IBM, New York, USA). Da
bei der Fluoreszenzuntersuchung sowie bei der Masson-Goldner-Farbung sehr heterogene
Werte bestimmt wurden, wurden alle Werte, die mehr als das 1,5-fache des Interquar-
tilabstands unterhalb des 1. Quartils oder oberhalb des 3. Quartils lagen, als Ausreier
eliminiert. Der exakte Mann-Whitney-U-Test wurde fur Gruppenvergleiche eingesetzt.
Zusammenhange zwischen Variablen wurden durch die Korrelationsanalyse nach Spear-
man erfasst und die Signiskanztests sind zweiseitig. Als Signikanzkriterium wurde ein
p < 0; 05 festgelegt. Zur graschen Darstellung der Ergebnisse wurde das Programm
SigmaPlot Version 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, USA) verwendet.
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4 Ergebnisse
4.1 Vorbefunde und biometrische Merkmale der
Versuchstiere und ihrer Tibiae
Die Daten zu den biometrischen Maen (Korperlange, Gewicht) und klinisch-chemische
Befunde zum Versuchsende wurden im Rahmen des Tierversuches von Voigt (2012)
erhoben und sind hier zitiert, um einen allgemeinen Eindruck vom Gesundheitszustand
der Tiere vermitteln, da im Rahmen der vorliegenden Dissertation die Knochen genau
dieser Tiere untersucht wurden.
Tabelle 3: Kreatininkonzentration und Aktivitat der Aspartat-Aminotransferase
(ASAT) zum Versuchsende.
+/{ = mit/ohne Rapamycin-Behandlung; *= p < 0,05 fur PCK vs. SD; # = p < 0,05
fur + vs. { .
Mannchen Weibchen
Gruppe n Kreatinin [mg/dl] n ASAT [U/l] n Kreatinin [mg/dl] n ASAT [U/l]
PCKt  4 11 0,20 ± 0,04 5 266 ± 50 14 0,25 ± 0,08 8 296 ± 87 *
PCKt +4 10 0,23 ± 0,07 5 286 ± 53 19 0,23 ± 0,08 9 372 ± 180
SDt  4 12 0,21 ± 0,07 6 260 ± 112 11 0,19 ± 0,04 5 417 ± 93 # *
SDt +4 12 0,20 ± 0,04 6 321 ± 131 11 0,20 ± 0,04 6 221 ± 65 #
PCKt  8 6 0,20 ± 0,08 6 382 ± 106 6 0,24 ± 0,05 6 508 ± 219
PCKt +8 5 0,27 ± 0,07 5 390 ± 125 10 0,23 ± 0,07 10 521 ± 212
SDt  8 6 0,21 ± 0,06 6 291 ± 67 6 0,28 ± 0,10 6 305 ± 74
SDt +8 6 0,23 ± 0,05 6 360 ± 127 5 0,28 ± 0,04 5 224 ± 19
PCKt  12 5 0,26 ± 0,08 6 291 ± 82 # 8 0,25 ± 0,08 8 437 ± 79 *
PCKt +12 4 0,37 ± 0,06 4 477 ± 73 # 8 0,28 ± 0,10 8 579 ± 211
SDt  12 6 0,31 ± 0,05 6 187 ± 73 6 0,34 ± 0,10 6 330 ± 75 *
SDt +12 6 0,30 ± 0,08 6 307 ± 32 6 0,33 ± 0,05 6 247 ± 43
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PCK-Ratten waren kleiner und leichter als alters- und geschlechtsgleiche SD-Ratten.
Diese Unterschiede waren bei den weiblichen Tieren zu allen 3 Zeitpunkten, bei den
mannlichen Tieren ab t8 signikant (p < 0,01). Durch die Behandlung mit Rapamycin
wurden diese Unterschiede verstarkt, wobei auch SD-Ratten mit reduziertem Wachstum




Abb. 15: Gewicht der Tiere nach einer 4, 8, und 12-wochigen Behandlung.
blau: mannliche Tiere; rot: weibliche Tiere. Geschlossene Symbole mit und oene Sym-





Abb. 16: Korperlange (A) und Tibialange (B) nach einer 4, 8, und 12-wochigen Be-
handlung. Pro Gruppe sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung angegeben.
Geschlossene Symbole mit und oene Symbole ohne Rapamycin-Behandlung. # = p <




Abb. 17: Tibiadurchmesser d1 (ant.-post., niedrigere Werte) und d2 (med.-lat., hohere
Werte) der Tiere nach einer 4, 8, und 12-wochigen Behandlung.
Geschlossene Symbole mit und oene Symbole ohne Rapamycin-Behandlung.
Bei den weiblichen Ratten waren alle Unterschiede zwischen PCK- und SD-Ratten si-
gnikant, diese sind aber aus Grunden der Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet.
# = p < 0,05 fur c0 vs. c1, ## = p < 0,01 fur c0 vs. c1.
4.2 Auswirkungen von Rapamycin auf die Hohe der
Wachstumsfugen und die Mineralisierungsrate
Die Hohe der WF wurde lichtmikroskopisch bestimmt, pro Tier konnten im Mittel 22,1
Werte verwendet werden (Spannweite: 9 { 30 Werte/Tier).
Es zeigte sich, dass die Hohe der WF mit zunehmendem Alter und nachlassendemWachs-
tum abnimmt und dass Rapamycin insbesondere bei jungen Ratten zu einer Verbreite-
rung der WF fuhrt (Tab. 4). Dieser Eekt ist im Wesentlichen auf die Anderungen in
der HZ zuruckzufuhren.
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Tabelle 4: Die WFH und ihre einzelnen Zonen bei mannlichen und weiblichen Ver-
suchstieren.
HZ = hypertrophe Zone, PZ = proliferative Zone, RZ = Reservezone; +/{ = mit/ohne
Rapamycin-Behandlung; * = p < 0,05 fur PCK vs. SD; # = p < 0,05 fur + vs. { .












PCK  5 265,99 ± 34,3 78,60 ± 13,3 # 147,08 ± 20,1 31,99 ± 10,8
PCK+ 4 416,75 ± 136,8 149,70 ± 54,0 # 217,54 ± 83,9 33,41 ± 9,4 *
SD  2 305,16 ± 56,4 91,90 ± 20,9 177,24 ± 44,6 27,44 ± 8,3






PCK  5 170,05 ± 19,4 # 43,38 ± 5,1 # * 97,23 ± 8,9 25,15 ± 5,7
PCK+ 4 217,12 ± 25,1 # 58,99 ± 6,0 # 119,31 ± 18,2 29,97 ± 8,0
SD  4 181,38 ± 20,6 58,14 ± 6,5 * 92,49 ± 10,0 25,35 ± 6,5






PCK  5 149,20 ± 12,2 41,81 ± 6,6 79,94 ± 7,8 19,94 ± 4,5
PCK+ 4 150,71 ± 14,0 45,69 ± 4,0 78,59 ± 10,2 21,13 ± 5,9
SD  4 128,17 ± 16,1 38,42 ± 6,1 66,89 ± 8,1 18,35 ± 7,5











PCK  7 214,42 ± 36,9 60,79 ± 4,8 # * 122,94 ± 27,1 23,87 ± 4,7
PCK+ 3 239,97 ± 47,5 77,90 ± 6,5 # 126,02 ± 30,9 26,18 ± 7,1
SD  3 258,63 ± 20,3 98,80 ± 33,7 * 131,84 ± 22,2 19,01 ± 4,8






PCK  3 177,88 ± 25,4 47,53 ± 6,8 98,23 ± 8,3 23,09 ± 15,8
PCK+ 10 165,62 ± 35,3 47,00 ± 14,1 91,01 ± 17,3 23,53 ± 5,6
SD  6 164,99 ± 12,5 48,96 ± 7,0 84,85 ± 8,2 26,59 ± 6,7






PCK  3 111,75 ± 14,3 * 32,45 ± 5,2 59,49 ± 4,2 15,25 ± 3,3
PCK+ 6 125,58 ± 21,0 39,03 ± 12,2 65,79 ± 6,0 16,32 ± 3,9
SD  6 130,49 ± 7,9 * 41,68 ± 3,8 66,33 ± 7,7 20,16 ± 3,0
SD+ 4 127,76 ± 20,7 39,66 ± 6,4 66,64 ± 8,8 19,56 ± 3,6
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Abb. 18: Zusammenhang zwischen gemittelter Tibialange und WF-Hohe unabhangig
von Geschlecht, Behandlung und genetischem Hintergrund der Tiere
r = -0,33; p < 0,001, Gleichung der Regressionsgeraden: f(x) = -5,99x + 403,28.
= PCK-Ratten, = SD-Ratten.
Weiterhin hangen Tibialange und WFH voneinander ab: Je langer die Tibia, desto
schmaler die WF (Abb. 18). Auch aus dem am µ-CT gewonnenen Datensatz wurde
die Hohe der WF ermittelt (Tab. 5). Die Ergebnisse der beiden Methoden stimmen sehr
gut miteinander uberein (Abb. 19), allerdings sind die mit dem Mikroskop bestimmten
absoluten Werte grundsatzlich niedriger.
Tabelle 5: Die im µ-CT bestimmte Wachstumsfugenhohe in den Knochen von PCK-
und SD-Ratten nach 4-wochiger Behandlung mit Rapamycin.
+/{ = mit/ohne Rapamycin-Behandlung.
Mannchen Weibchen
Gruppe n WF-Hohe [µm] n WF-Hohe [µm]
PCK  3 385,6 ± 70 8 244,5 ± 61
PCK+ 5 502,0 ± 154 7 266,1 ± 91
SD  6 521,5 ± 101 5 300,5 ± 41
SD+ 6 429,8 ± 63 6 298,2 ± 64
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Abb. 19: Zusammenhang zwischen den am µCT und Lichtmikroskop (LM) bestimmten
WF-Hohen unabhangig von Geschlecht, Behandlung und genetischem Hintergrund der
Tiere
r = 0,493; p < 0,005 Gleichung der Regressionsgeraden: f(x) = 0,67x + 128,4.
= PCK-Ratten, = SD-Ratten.
Aus dem Abstand der Tetrazyklin- und Demeclozyklin-Markierungen wurde die MAR
berechnet. Im Mittel gingen 26,0 Abstands-Werte pro Tier in die Auswertung ein (Spann-
weite: 9 { 30 Werte/Tier). Hier zeigte sich bei gesunden weiblichen SD-Tieren eine
durchweg hohere MAR als bei weiblichen PCK-Ratten. Bei den Mannchen waren die
Auswirkungen uneinheitlich. Teilweise zeigten Rapamycin-behandelte Tiere eine hohere
MAR als unbehandelte Tiere. Signikante Unterschiede waren nicht zu verzeichnen (Tab.
6).
Die lichtmikroskopisch erfasste WF-Gesamthohe sowie die Hohe von HZ und PZ korre-
lierten stark mit der MAR (Abb. 20).
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Tabelle 6: MineralAppositionRate (MAR) in den unterschiedlichen Gruppen.
+/{ = mit/ohne Rapamycin-Behandlung; *= p < 0,05 fur PCK vs. SD.
Mannchen Weibchen
Gruppe n MAR [µm/d] n MAR [µm/d]
PCKt  4 5 2,04 ± 0,3 7 1,91 ± 0,9
PCKt +4 4 2,20 ± 1,2 5 1,31 ± 1,3
SDt  4 4 1,98 ± 1,7 4 2,42 ± 1,4
SDt +4 5 2,78 ± 1,5 5 2,18 ± 1,1
PCKt  8 4 1,05 ± 0,8 * 4 1,09 ± 0,9
PCKt +8 2 0,69 ± 1,0 4 0,67 ± 0,9
SDt  8 5 1,82 ± 0,9 * 6 1,78 ± 0,2
SDt +8 5 1,85 ± 1,0 4 1,48 ± 0,8
PCKt  12 4 0,83 ± 0,9 2 0,44 ± 0,8
PCKt +12 4 2,63 ± 1,2 5 0,92 ± 1,1
SDt  12 3 1,02 ± 1,2 5 1,66 ± 1,1
SDt +12 4 1,09 ± 0,9 6 1,58 ± 0,5
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Abb. 20: Zusammenhang zwischen MAR und WF-Hohe unabhangig von Geschlecht,
Behandlung und genetischem Hintergrund der Tiere.
r = 0,532; p < 0,001, Gleichung der Regressionsgeraden: f(x) = 54,18x + 77,2.
= PCK-Ratten, = SD-Ratten.
40
4.3 Proliferation der Chondrozyten der Wachstumsfuge
Nennenswerte Unterschiede der Chondrozyten-Proliferationsindices waren lediglich in
der hypertrophen Zone zu nden:
Bei unbehandelten mannlichen PCK- und SD-Ratten war der Chondrozyten-Prolife-
rationsindex (ChPI) annahernd identisch. Durch die Rapamycin-Behandlung sinkt der
ChPI bei PCK-Ratten geringfugig, bei SD-Ratten nimmt er dadurch jedoch deutlich zu.
Bei den Weibchen waren ahnliche Eekte zu beobachten, allerdings gab es dort auch
tendenzielle Unterschiede zwischen den unbehandelten SD- und PCK-Tieren (Tab. 7).
Tabelle 7: Relative Anzahl BrdU-positiver Chondrozyten in den Wachstumsfugen nach
4-wochiger Behandlung mit bzw. ohne Rapamycin.
+/{ = mit/ohne Rapamycin-Behandlung; *= p < 0,05 fur PCK vs. SD.
Mannchen Weibchen
Gruppe n Prolif.I HZ Prolif.I PZ n Prolif.I HZ Prolif.I PZ
PCKt  4 5 0,21 ± 0,09 0,78 ± 0,09 7 0,25 ± 0,13 0,77 ± 0,08
PCKt +4 4 0,17 ± 0,04 * 0,78 ± 0,08 2 0,12 ± 0,08 0,78 ± 0,01
SDt  4 4 0,23 ± 0,1 0,79 ± 0,06 5 0,17 ± 0,06 0,76 ± 0,04
SDt +4 5 0,41 ± 0,12 * 0,78 ± 0,07 6 0,36 ± 0,25 0,83 ± 0,07
4.4 Flachenbezogene Mineraldichte im Femur
Bei unbehandelten mannlichen PCK-Ratten wurde die hochste, bei behandelten mann-
lichen SD-Ratten die niedrigste Knochendichte gemessen. Allerdings waren diese Unter-
schiede nicht signikant. Bei den weiblichen Tieren zeigte sich ein ahnliches Bild (Tab. 8).
Tabelle 8: Flachenbezogene Mineraldichte (aBMD) im Femur nach 4-wochiger Behand-
lung mit bzw. ohne Rapamycin.
+/{ = mit/ohne Rapamycin-Behandlung.
Mannchen Weibchen
Gruppe n aBMD [g/cm2] n aBMD [g/cm2]
PCK  3 0,18 ± 0,01 8 0,16 ± 0,03
PCK+ 5 0,15 ± 0,05 7 0,15 ± 0,03
SD  6 0,15 ± 0,04 5 0,16 ± 0,01
SD+ 6 0,12 ± 0,04 6 0,14 ± 0,06
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4.5 Volumenbezogene Dichte von kortikalem und
trabekularem Knochen
Die volumenbezogene kortikale und trabekulare BMD (vBMD) war bei den weiblichen
Tieren mehrheitlich signiant hoher als bei mannlichen (Abb. 21).
Wahrend bei den weiblichen Ratten kaum spezische vBMD-Veranderungen zu nden
waren, zeigten mannliche behandelte Ratten eine deutlich niedrigere Knochendichte als
unbehandelte Ratten. Diese, wenngleich nicht signikanten, Unterschiede waren im kor-
tikalen und trabekularen Knochen nachzuweisen und sowohl bei PCK- als auch bei
SD-Tieren zu nden.
Abb. 21: Volumenbezogene Mineraldichte nach 4-wochiger Behandlung mit Rapamy-
cin.
PCK-Ratten , SD-Ratten . Die signikanten Unterschiede zwischen
mannlichen und weiblichen Tieren sind zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht abgebildet.
4.6 Morphologische Parameter des trabekularen
Knochens
Sowohl bei PCK-, als auch bei SD-Ratten beeinusst Rapamycin die Knochenmorpho-
logie. Daruber hinaus sind auch Unterschiede zwischen unbehandelten PCK und SD-
Ratten zu beobachten.
Die Knochen der PCK-Ratten zeigten im Vergleich zu denen der SD-Ratten ein signi-
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kant niedrigeres Gewebevolumen, weibliche PCK-Ratten hatten zudem ein etwas gerin-
geres Knochenvolumen und eine geringere Knochenoberache als weibliche SD-Ratten
(Abb. 22).
Knochenvolumen, Knochenoberache, das relative Knochenvolumen (BV/TV) und die
Bone Surface Density (BS/TV) zeigten bei den mit Rapamycin behandelten Tieren
durchweg niedrigere Werte.




Abb. 22: Das relative Knochenvolumen (BV/TV) und das Verhaltnis von Oberache zu
Volumen (BS/TV) von mannlichen und weiblichen Ratten nach 4-wochiger Behandlung.
: PCK-Ratten, : SD-Ratten. # = p < 0,05 fur + vs. {.
Die Knochen weiblicher Tiere enthielten deutlich mehr und tendenziell dickere Trabekel
als die der mannlichen Tiere. Die Behandlung mit Rapamycin fuhrte zu einer Abnahme
von Zahl und Dicke der Trabekel (Abb. 23 und Tab. 9).
Die Knochen weiblicher Ratten zeigten einen niedrigeren Tb.Pf, eine hohere Conn.Dn
und ihre Trabekel waren eher plattenformig (SMI < 1,5), wohingegen die Knochentra-
bekel der mannlichen Ratten sich eher der Stabform annaherten (SMI > 1,5).
Ein Vergleich der Strukturindices von naiven und Rapamycin-behandelten Tieren weist
daruber hinaus auf eine reduzierte mechanische Stabilitat durch Rapamycin-Behandlung




Abb. 23: Trabekelanzahl (A) und Strukturindices (B-D) von mannlichen und weiblichen
Ratten nach 4-wochiger Behandlung.
: PCK-Ratten, : SD-Ratten. # = p < 0,05 fur + vs. { .
Tabelle 9: Durchschnittliche Trabekeldicke (Tb.Th) der vier Wochen lang behandelten
Tiere.
+/{ = mit/ohne Rapamycin-Behandlung;  = p < 0,01 fur PCK vs. SD.
Mannchen Weibchen
Gruppe n Tb.Th [mm] n Tb.Th [mm]
PCK  5 0,082 ± 0,007 8 0,088 ± 0,006
PCK+ 5 0,077 ± 0,002  8 0,087 ± 0,006
SD  6 0,076 ± 0,004 5 0,088 ± 0,006
SD+ 6 0,073 ± 0,003  6 0,083 ± 0,004
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5 Diskussion
In dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich Rapamycin bei SD- und PCK-Ratten auf
das Langenwachstum und die Histomorphologie der Rohrenknochen auswirkt. Damit
widmet sie sich einem Nebenaspekt des Tierversuches, in dem primar untersucht wurde,
ob Rapamycin moglicherweise geeignet ist, die Progression der ARPKD aufzuhalten
(Renken et al., 2011).
Wahrend die Auswirkungen auf Nieren- und Leberfunktion Gegenstand der Dissertation
von C. Voigt geb. Renken (2012) war, sind die Folgen fur das Langenwachstum und die
Knochenmorphologie als sekundare Studienziele Gegenstand dieser Arbeit.
Langenwachstum, Gewichtsentwicklung und die Morphologie der Wachstumsfugen wa-
ren insbesondere bei jungen Tieren durch Rapamycin beeintrachtigt. Da sich bei alteren
PCK- und SD-Ratten nur noch geringe Unterschiede zwischen Rapamycin-behandelten
und unbehandelten Tieren fanden und sich trotz langerer Behandlung teilweise { jedoch
nicht durchgehend { die Korperlange normalisierte, ist davon auszugehen, dass die be-
troenen Strukturen bei alteren Tieren nicht mehr im selben Mae Rapamycin-sensibel
sind wie bei jungen Tieren.
Die bereits von Renken et al. (2011) vermutete Resistenz gegenuber Rapamycin bei
langerer Behandlungsdauer wurde zu diesen Daten passen. Auch bei padiatrischen nie-
rentransplantierten Patienten, die uber einen Zeitraum von 2 Jahren mit niedrig do-
siertem Everolismus behandelt wurden, fanden sich keine Hinweise auf ein reduziertes
Langenwachstum (Billing et al., 2013).
Aufgrund der ausgepragten Rapamycin-Sensitivitat der jungen Tiere (4 Wochen Ver-
suchsdauer), wurden ihre Knochen zusatzlich immunhistochemisch und mit dem µ-CT
untersucht.
Erwartungsgema deutlich elen die Dierenzen zwischen PCK- und SD-Ratten aus:
Fast ausnahmslos waren die gesunden SD-Tiere (mit und ohne Rapamycin-Behandlung)
schwerer und langer bzw. verfugten uber langere und dickere Tibiae als die korrespondie-
renden PCK-Tiere. Viele dieser Unterschiede waren signikant. Generell zeigte sich, dass
die mannlichen Tiere besonders sensibel auf die Behandlung mit Rapamycin reagierten.
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Rapamycin beeinusst oenbar auch die Konguration der WF. Die mannlichen PCK-
und SD-Tiere sowie die weiblichen PCK-Ratten, die den mTOR-Inhibitor erhalten hat-
ten, zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich verbreiterte Wachstumsfugen.
Nach 8 Wochen Behandlung waren bei den SD-Ratten mit Blick auf die WF keine Aus-
wirkungen von Rapamycin mehr zu erkennen, bei den PCK-Tieren war diese Normalisie-
rung der WF-Histomorphometrie erst nach 12 Wochen Behandlung zu beobachten. Die
beschriebenen Tendenzen waren nicht nur in der Wachstumsfugen-Gesamthohe, sondern
auch in der Hohe von HZ und PZ zu nden, wobei vorrangig die HZ entscheidend fur
die Verbreiterung der Wachstumsfuge war.
In den Wachstumsfugen weiblicher SD-Ratten fanden sich kaum Rapamycin-induzierte
Alterationen. Die Hohe der WF sowie der einzelnen Zonen waren bei SD-Tieren bzw.
Mannchen tendenziell hoher als bei PCK-Tieren bzw. Weibchen. Dass die Variabilitat
der WF-Hohe bei PCK-Ratten starker ausgepragt ist als bei SD-Ratten, konnte bestatigt
werden (Santos et al., 2005).
Die hier beschriebenen Daten entsprechen den Beobachtungen von Sanchez and He
(2009), denen zufolge Rapamycin-Exposition zu verbreiterten hypertrophen Zonen, redu-
zierter Expression von PTH/PTHrP-Expression und erhohter Ihh-Expression fuhrt. Die
Tiere, die 4 (statt 2) Wochen lang Rapamycin erhielten, zeigten zwar immer noch ein ver-
mindertes Langenwachstum, die histologischen Aualligkeiten hatten sich jedoch schon
deutlich gebessert. Die von Phornphutkul et al. (2009) beschriebene Verschmalerung
der WF und ihrer Zonen nach 8-wochiger Rapamycin-Gabe hat sich nicht bestatigt.
Moglicherweise sind diese Unterschiede in den verschiedenen Appliktionsarten (oral vs.
intraossar) bzw. Dosierungen (2 mg/kg/d vs. 0,45-0,9 µg/kg/d) oder in den Besonder-
heiten der untersuchten Spezies (Ratten vs. Kaninchen) begrundet.
Die MAR weiblicher Tieren unter Rapamycin-Behandlung war niedriger als in der Place-
bo-Gruppe. Wahrend sich auch dieser Unterschied bei der SD-Gruppe mit zunehmen-
der Studiendauer verringerte, war er bei den PCK-Tieren auch noch nach 12 Wochen
nachweisbar. Generell verfugten bei den Weibchen SD-Tiere uber eine hohere MAR als
PCK-Tiere, sodass hier die verminderte MAR als Hinweis auf eine renale Osteodystro-
phie angesehen werden konnte.
Die Mannchen zeigten in Bezug auf die MAR ein uneinheitliches Bild: Die meisten PCK-
Tiere hatten niedrigere MARs als die gesunden SD-Tiere. Unter den 4 und 12 Wochen
lang im Versuch verbliebenen Ratten verfugten die Rapamycin-behandelten Tiere uber
teilweise signikant hohere MARs als die Placebo-Gruppe. Die uber 8 Wochen mit Ra-
pamycin behandelten Mannchen zeigten { ahnlich wie die weiblichen Tiere { eine eher
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niedrigere MAR. Diese Datenkonguration erscheint wenig plausibel und wirft die Frage
nach methodischen und/oder systematischen Fehlern auf. Diese konnten durch Injekti-
onsschwierigkeiten oder manuelle Messfehler beim Ausmessen der ILD sowie durch die
Auswahl unreprasentativer FOVs begrundet sein.
Der Chondrozyten-Proliferationsindex der hypertrophen Zone zeigte { im Gegensatz
zu dem der Proliferationszone { Veranderungen bei Rapamycin-Exposition. Unklar ist,
weshalb sich PCK- und SD-Ratten, die ohne Rapamycin-Behandlung ahnliche Prolife-
rationslevel erreichen, unter Rapamycin-Behandlung in divergierende Richtungen ent-
wickeln: SD-Tiere unter mTOR-Inhibition zeigten { verglichen mit der Kontrollgruppe
{ einen erhohten Chondrozyten-Proliferationsindex, PCK-Tiere hingegen einen vermin-
derten. Diese Daten stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen von Alvarez-Garca
et al. (2007, 2010) und Sanchez and He (2009), welche bei gesunden Ratten nach einer
2-wochigen Rapamycin-Behandlung (2 bzw. 2,5 mg/kg/d) eine reduzierte Chondrozy-
tenproliferation nachweisen konnten. Sanchez and He (2009) untersuchten jedoch auch
Tiere, welche 4 Wochen lang Rapamycin erhalten hatten; bei diesen Tieren hatte sich
die Chondrozytenproliferation normalisiert.
Paradox scheint auch, dass die SD-Tiere unter Rapamycin-Behandlung einen erhohten
ChPI zeigen { obwohl durch Rapamycin die Proliferation gehemmt sein sollte.
Moglicherweise versuchen gesunde SD-Tiere, die durch Rapamycin beeintrachtigte en-
chondrale Ossikation durch eine gesteigerte Chondrozytenproliferation zu kompensie-
ren. Die Aktivierung eines solchen Mechanismus konnte jedoch mit zeitlicher Verzogerung
auftreten, sodass initial eine gedampfte Chondrozytenproliferation auftritt, welche sich
im Verlauf zu einer uberschieenden Chondrozyten-Proliferation entwickelt. Eventu-
ell dekompensiert dieser Menchanismus bei den ohnehin schon beeintrachtigten PCK-
Ratten durch den zusatzlichen Storfaktor Rapamycin, sodass die enchondrale Ossika-
tion und mit ihr die Chondrozytenproliferation ganzlich \zusammenbrechen".
Hinzu kommt, dass die bei den PCK-Ratten vordergrundige Leberinsuzienz durch
das { per se schon hepatotoxische { Rapamycin aufgrund der verminderten hepati-
schen Metabolisierung zu uberhohten Rapamycin-Serumkonzentrationen gefuhrt haben
konnte. Moglicherweise resultierte dies bei den kranken Tieren in einer Verstarkung
von Rapamycin-Wirkung und - Nebenwirkungen, und somit eventuell auch zu in einer
ubermaigen Hemmung der Chondrozytenproliferation.
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Da die untersuchten PCK-Ratten anders als erwartet nicht stark niereninsuzient wa-
ren, sondern vornehmlich ein Leberschaden zu beobachten war, ist von einem weitgehend
normalen Mineralhaushalt der Tiere auszugehen. Dies spiegelt sich in den unaualligen
Werten von Trabecular Pattern factor, Structure Model Index und Connectivity Density
sowie den achen- und volumenbezogenen Mineraldichten von Kortikalis und Spongiosa
wieder. Das niedrige TV bzw. BV sowie BS und die vergleichweise dicken Trabekel der
kranken Tiere sind jedoch als Folge der Grunderkrankung zu sehen. Dementsprechend
unterschieden sich BV/TV und BS/TV der PCK-Gruppe nicht von den Werten der
Kontrollgruppe.
Andere Studien erbrachten bei niereninsuzienten Mausen ein erhohtes BV/TV. Aller-
dings handelte es sich dabei um Tiere, die mit 8 bzw. 12 Wochen deutlich langer in die
Versuche eingeschlossen waren als die hier untersuchten t4-Tiere (Nikolov et al., 2010;
Lee et al., 2010).
Das Geschlecht und die Gabe von Rapamycin erwiesen sich als Einussfaktoren auf die
im µ-CT ermittelten morphometrischen Parameter: Weibliche Tiere verfugten uber ein
hoheres Knochenvolumen bei geringerem Gewebevolumen, sowie zahlreichere, dickere
und hohergradig verknupfte plattenahnlichere Trabekel als Mannchen. Dies lasst auf
eine insgesamt \kompaktere", dichtere Knochenarchitektur und biomechanisch belast-
barere Knochen schlieen.
Die Behandlung mit Rapamycin verschlechterte diese Parameter bzw. fuhrte zu einer
Annaherung an die ungunstigere Stabstruktur. Dies steht im Einklang mit den Erkennt-
nissen von Gu et al. (2013).
Da ein hoher Anteil stabahnlicher Strukturen im Knochen ein pradiktiver Faktor fur
Knochenfrakturen ist, muss von einer verminderten mechanischen Belastbarkeit der Kno-
chen unter Rapamycin-Therapie ausgegangen werden (Melton et al., 2010). Bezogen auf
einen moglichen klinischen Einsatz kame hier die frakturheilungsverzogernde Wirkung
des Rapamycins erschwerend hinzu (Holstein et al., 2008).
Des Weiteren zeigten sowohl gesunde als auch erkrankte Ratten unter Rapamycin-
Behandlung eine erniedrigte (relative) Knochenoberache sowie ein vermindertes (relati-
ves) Knochenvolumen bei gleichzeitig rarezierten, dunneren Trabekeln. Auch die aBMD
sowie die vBMD von Kortikalis und Spongiosa war in der Rapamycin-Behandlungsgruppe
deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe.
Im Blick auf die Diskrepanz zwischen erwarteter und tatsachlicher Nieren- und Leber-
funktion scheinen die in diesem Versuch untersuchten PCK-Ratten der Mannheimer
Kolonie kein angemessenes Tiermodell der ARPKD und damit auch fur praklinische
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Studien ungeeignet zu sein (Fischer et al., 2009). Da die PCK-Ratte von der Charles
River Japan Inc. nicht kommerziell vertrieben wird, gibt es lokale Kolonien (z.B. Toron-
to, Mannheim). Es ist durchaus moglich, dass sich die verschiedenen Kolonien langsam
genetisch von ihrer japanischen \Ursprungskolonie" unterscheiden und sich somit auch
der Phanotyp verandert.
Als alternative Tiermodelle fur die ARPKD steht u.a. die ORPK-Maus (Oak Ridge Poly-
cystic Kidney) zur Verfugung. Ihr Phanotyp verfugt uber die fur die ARPKD typischen
Zystennieren und -leber. Jedoch zeigen die Tiere eine Reihe weiterer Abnormalitaten
(Pankreaszysten, retinale Degeneration, Hydrocephalus und Kleinhirn-Hypoplasie) die
bei ARPKD-Patienten nicht regelmaig zu nden sind (Lehman et al., 2008).
5.1 Methodenvergleich: Bestimmung von
Wachstumsfugenhohe und Knochenmineralgehalt
Im Groen und Ganzen stimmte die mit Mikroskop und µ-CT gemessene WF-Hohe
uberein. Allerdings wurden mit dem µ-CT konstant hohere Absolutwerte als die mit
dem Lichtmikroskop ermittelt. Dies konnte darin begrundet sein, dass die gewahlten
Referenzebenen den gesamten nicht-verknocherten Teil der Epihphysenfuge und ver-
mutlich auch die Eronungszone umfassten. Dadurch wurden in den mikrocomputer-
tomographischen Datensatzen groere Bereiche als Wachstumsfugen-Hohe deniert als
in den lichtmikroskopischen Untersuchungen. Daher konnten in den mikrocomputerto-
mographischen Wachstumsfugen-Messungen auch Rapamycin-induzierte Veranderungen
wie die gestorte Knorpelresorption in der Eronungszone zum Tragen gekommen sein
(Alvarez-Garca et al., 2007), wodurch sich die teilweise divergenten Ergebnisse erklaren
lieen.
Dennoch sind beide Verfahren gut geeignet, die Hohe der WF zu ermitteln. Solange keine
dierenzierte Betrachtung von HZ, RZ und PZ erforderlich ist, ist die Bestimmung am
µCT ausreichend.
Auch bei der Messung des Mineralgehalts der Knochen (aBMD bzw. vBMD) erbrachten
beide Messmethoden (DXA und µ-CT) ahnliche Ergebnisse. Lediglich die in den mi-
krocomputertomographischen Messungen signikant hohere vBMD weiblicher Tiere im
Vergleich zu mannlichen Tieren konnte in der DXA-Messung nicht nachvollzogen wer-
den. Dennoch erscheint die mikrocomputertomographische vBMD-Bestimmung deutlich
geeigneter fur den Einsatz im Rahmen von Kleintierstudien. Zum einen ergibt ein drei-
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dimensionaler Messwert einer dreidimensionalen Materialeigenschaft immer ein realis-
tischeres Abbild als ein zweidimensionaler (Naherungs-)Messwert, zum anderen ist die
hohe Auosung des µ-CTs geradezu pradestiniert fur die Untersuchung der kleinen, iso-
lierten Rattenknochen dieser Studie. Selbst im \Kleintier"-Programm des DXA-Gerates
el die exakte Auswahl des zu messenden Knochenbereichs nicht leicht. Deshalb konnen
Messfehler hier nicht ausgeschlossen werden.
5.2 Grenzen der vorliegenden Arbeit
Die Aussagekraft der dargestellten Befunde wird vor allem durch die sehr geringe Grup-
penstarke geschmalert. Abgesehen von der im Studiendesign festgelegten Gruppenstarke
bewirkten folgende Faktoren eine zusatzliche Verringerung der Fallzahlen:
Bei den kranken, nicht kommerziell verfugbaren PCK-Ratten waren pro Wurf weniger
mannliche Tiere verfugbar als weibliche. Dies ist umso bedauerlicher, als das gerade diese
Tiere wahrend des Versuches eine recht hohe Sterberate zeigten (ein 8 Wochen lang mit
Rapamycin behandeltes Mannchen sowie jeweils zwei 12 Wochen lang mit Rapamycin
behandelte Mannchen und Weibchen) (Renken et al., 2011). Gleichzeitig reektiert dies
die Tatsache, dass mannliche Ratten deutlich schwerer von der Erkrankung betroen
waren als weibliche Tiere.
Ein weiteres Problem war die Tatsache, dass die Knochen der PCK-Ratten wesentlich
sproder als die von SD-Ratten waren und sich daher auch deutlich schlechter verarbeiten
lieen. Teilweise war dies so stark ausgepragt, dass eine histologische Aufarbeitung nicht
moglich war. Dies betraf unabhangig von der Behandlung 18 von 80 PCK-Ratten, aber
nur 4 von 70 SD-Ratten.
Insbesondere bei der Fluoreszenzuntersuchung ergab sich bei einem Teil der Tiere das
Problem, dass entweder gar keine oder nur eine Fluoreszenzbande sichtbar war oder
dass durch die rarezierten Trabekel nicht genugend FOVs mit Doppelbanden vorlagen,
um pro Tier 10 Werte der ILD bestimmen zu konnen. Dies betraf insgesamt 10 Tiere {
sowohl PCK- als auch SD-Ratten. Hier ist vermutlich nie ausreichend Tetra- bzw. De-
meclozyklin in die Blutbahn der Tiere gelangt. Fur diese Annahme spricht die Tatsache,
dass zum Versuchsende bei einigen Tieren derbe, mit gelb-leuchtender Flussigkeit gefulte
Abszesse im Bereich der Injektionsstellen an den Hinterlaufen zu nden waren.
Diese drei Faktoren fuhrten zu sehr kleinen Fallzahlen (abhangig von der jeweiligen Un-
tersuchungsmethode), sodass nur eine eingeschrankte Interpretation der Befunde moglich
ist. Statistisch belastbare Aussagen hatten groerer Versuchsgruppen bedurft. Da aber
die Untersuchung der Knochen nur einen Nebenaspekt des Versuches war und der Ver-
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such zu Beginn meiner Arbeit schon beinahe abgeschlossen war, entel diese Option.
Obwohl einige Faktoren die Aussagekraft der hier vorgestellten Daten beeintrachtigen,




Die autosomal rezessiv polyzystische Nierenerkrankung manifestiert sich bevorzugt zum
Zeitpunkt der Geburt bzw. in fruhester Kindheit. Die Erkrankung ist in der Regel mit
einer schweren Niereninsuzienz und Leberbrose assoziiert und es gibt, abgesehen von
der Organtransplantation, keine kasuale Therapie. In den Nieren und Lebern betroener
Patienten ist die mammilian Target of Rapamycin-Signalkaskade aktiviert.
Daher wurde in einem Tierversuch die Wirkung von Rapamycin gepruft. Es wurden ge-
sunde und PCK-Ratten uber 4, 8 oder 12 Wochen mit Rapamycin oder einem Placebo
behandelt. Primar sollte untersucht werden, ob Rapamycin den Progress der Nieren-
und Leberinsuzienz aufhalten kann und damit eine Therapieoption fur die ARPKD
darstellt. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Langzeiteekt von Rapamycin auf
die Knochenentwicklung, dem sekundaren Studienziel. Hierfur wurden die Tibiae der
Ratten untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass die PCK-Tiere an einer fruhen renalen Osteodystro-
phie litten, welche von einer schmalen Wachstumsfuge, einer niedrigen MineralApposi-
tionRate und Knochenoberache sowie einem niedrigen Gewebe- und Knochenvolumen
gekennzeichnet war. Im Vergleich zu gesunden Tieren war die Trabekelanzahl jedoch
unverandert, die Trabekeldicke sogar erhoht.
Die Rapamycin-Behandlung fuhrte { verglichen mit der Kontrollgruppe { zu einer gestor-
ten Gewichtsentwicklung der Tiere und zu vermindertem Langenwachstum der Knochen.
Dieser Eekt verringerte sich mit zunehmender Behandlungsdauer, die Gewichts- und
Langenwerte normalisierten sich bei langerer Behandlung. Die Wachstumsfugen und hy-
pertrophen Zonen waren bei den Rapamycin-exponierten Ratten deutlich verbreitert,
was aber ebenfalls vor allem bei den 4 Wochen lang behandelten Tieren zum Tragen
kam. Diese Normalisierung von Wachstum und Wachstumsfugen-Konguration konnte
ein Hinweis auf eine (schon fruher von unserer Arbeitsgruppe postulierte) Rapamycin-
Resistenz der Tiere sein.
In der Gruppe der 4 Wochen lang behandelten Ratten fuhrte der Einsatz von Rapa-
mycin zu einer Reduzierung der MineralAppositionRate. Wahrend diese Wirkung bei
den 8 und 12 Wochen lang behandelten gesunden Ratten nicht mehr nachweisbar war,
bestand sie bei den kranken Ratten bis zum Ende der maximalen Behandlungsdauer von
12 Wochen fort.
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Rapamycin-behandelte Tiere verfugten uber eine niedrigere Knochendichte, reduziertes
Knochen- und Gewebevolumen, dunnere, rarezierte und schlechter verknupfte Trabekel
und eine stabahnliche Knochenarchitektur, sodass von einer verminderten biomechani-
schen Belastbarkeit der Knochen und damit von einem erhohten Frakturrisiko unter
Rapamycin-Behandlung ausgegangen werden muss. Der Chondrozytenproliferationsin-
dex stieg bei den gesunden Tieren unter Rapamycin-Behandlung an, wohingegen er bei
den nierenkranken Ratten sank. Ursache hierfur konnte ein { bei den kranken Ratten
nicht verfugbarer { Kompensationsmechanismus sein.
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7 Thesen
Fur die ARPKD als hereditare Nieren- und Lebererkrankung steht bisher keine kausale
Therapie zur Verfugung. Nun wurde der schon lange bei der pathogenetisch ahnlichen
ADPKD eingesetzte, antiproliferative Wirksto Rapamycin versuchsweise auch bei der
ARPKD angewandt. Die vorliegende Dissertation entstand im Rahmen eines Tierversu-
ches mit gesunden (SD) und erkrankten (PCK) Ratten und befasst sich mit den Aus-
wirkungen von Rapamycin auf Wachstum, Knochenstowechsel und Knochenhistomor-
phologie in diesem Tiermodell.
1. Weibliche Ratten sind kleiner und leichter, verfugen jedoch uber vergleichsweise
kompakte, trabekular besser vernetzte Knochen als ihre mannlichen Artgenossen.
2. Die uber 4 Wochen mit Rapamycin behandelten Tiere waren kurzer und leichter,
hatten kleinere Tibiae und breitere WF als die Kontrollgruppe. Im weiteren Ver-
lauf (8 bzw. 12 Wochen Beobachtungsdauer) verringerten sich diese Unterschiede
bis zur Normalisierung bei Langzeitexposition. Dies konnte ein Anzeichen fur eine
schon in anderen Arbeiten vermutete Rapamycin-Resistenz sein.
3. Die MAR war unter 4-wochiger Rapamycin-Behandlung herabgesetzt, bei langerer
Behandlung normalisierte sie sich bei SD-Tieren.
4. Rapamycin-Behandlung uber 4 Wochen fuhrte bei allen Rattengruppen zu redu-
zierter Knochendichte, erniedrigtem absoluten und relativen Knochenvolumen und
Knochenoberache, einer schlechteren Verknupfung der dunnen, rarezierten Tra-
bekel sowie zur Annaherung an eine stabahnliche Knochenarchtiketur.
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5. Moglicherweise ist der Anstieg des Chondrozyten-Proliferationsindex bei Rapa-
mycin-behandelten SD-Tieren kompensatorisch bedingt, bei PCK-Tieren scheint
dieser Mechanismus zu fehlen.
6. Die in Mannheim lebende Kolonie der PCK-Ratte scheint als Modell der ARPKD
fur Therapiestudien zum Erhalt der Nierenfunktion nur wenig geeignet zu sein, da
der hepatische Phanotyp im Vordergrund steht.
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